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高糖状態によるメサンギウム細胞の前暴露はアンジオテンシン II
刺激による酸化ストレスを増強させた
阿 部 倫 明
東北大学病院 腎高血圧内分泌科（現 :仙台社会保険病院 腎センター）
要 旨
［目的］糖尿病性腎症におい
て，糸球体メサンギウムの組織
障害には，酸化ストレスの増大
が関与していると考えられてい
る．これまで，高濃度のグルコー
スやアンジオテンシ II（Ang II）
による刺激はメサンギウム細胞
の酸化ストレスを増強すると報
告された．しかし，これらの刺激により促進される活
性酸素産生系がどのような相互関係を有しているか，
未だ不明である．今回，Ang II刺激により産生される
酸化ストレスが，前処置のグルコース濃度によりどの
ような影響を受けるか検討した．［方法］メサンギウ
ム細胞を様々な濃度のグルコース下で培養し，慢性ま
たは急性にAng IIで刺激した．細胞内の酸化ストレス
は，DihydroethidiumとDCF DAで蛍光標識し，リア
ルタイム顕微鏡法により観察した．［結果］5.5 mM
グルコース下，10??M Ang IIで慢性に刺激した場合，
細胞内活性酸素は増強しなかった．しかしながら，13.5
 
mM グルコース下では細胞内活性酸素は有意に増強
した．この反応はApocyninやmitochondrial uncou-
pler，CoQ inhibitorにより，著明に抑制された．次に，
Ang II刺激による細胞内酸化ストレスの急性反応を
調べたところ，その増加反応は，前処置のブドウ糖の
濃度に依存して増強した．この反応はアンギオテンシ
ン1型受容体拮抗薬で阻害され，アンギオテンシン2
型受容体拮抗薬で増強した．更に，グルコースやAng
 
II刺激によるNox4・p47phox・p22phox・UCP等の
mRNA変化をRT PCRにより検討した．［考察］ア
ンギオテンシン1型受容体活性化によるメサンギウム
細胞の酸化ストレスは，予め細胞が高糖状態に曝され
ると，増強することが示唆された．また，この細胞の
NAD(P)HオキシダーゼもPrimingにより活性化さ
れる可能性が示唆された．
緒 言
酸化ストレスとは，活性酸素種（O2･?，OH?，
ONOO?，H?O?等）の総称である．腎内酸化ストレス
の亢進は，組織傷害・内皮機能障害・尿排泄障害を介
して血圧上昇や腎機能障害に関係があることが分かっ
てきた（図1A）．私は腎臓内の酸化ストレス産生機序
について研究を進めてきた．腎臓は，解剖学的に腎糸
球体が存在する腎皮質と主に尿細管と集合管からなる
腎髄質に大きく分かれる．腎灌流血液量全体のうち，腎
皮質には85%，腎髄質には15%が灌流する．腎皮質灌
流は全身血圧の変化に無関係に一定である（腎臓の
Autoregulation）のに対し，腎髄質灌流は全身血圧に
比例するという特徴がある．Guytonらによる腎機能
関係（＝圧利尿関係）によれば，食塩感受性高血圧症
患者では，日常生活で摂取した食塩を尿中に速やかに
排泄できないため，体液貯留が生じ高血圧が発生して
いると説明される．これまでの報告より，この腎髄質
灌流量の低下は尿中Na排泄量を低下させ，結果的に
血圧が上昇することが分かっている．以前の我々の研
究から，腎髄質のHenle太い上行脚（mTAL）への食
塩負荷は細胞内の活性酸素を増加させNOを減弱さ
せた??．このような腎髄質における活性酸素とNOの
バランス異常が食塩感受性高血圧の原因と考えられて
いる???．
糖尿病性腎症でも，腎内酸化ストレスがその病態生
理に深く関与していることが数多く報告されてい
る???．腎内酸化ストレスの産生部位の中で，糸球体メ
サンギウムは大変重要な役割を担っている．今回，メ
サンギウム細胞における酸化ストレス応答性，および
その調節機序について検討したので報告する．
は じ め に
腎糸球体は，解剖学的に全身循環に対し窓のような
存在である．糸球体の酸化ストレスは，糖尿病初期か
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らメサンギウム細胞の形態異常に密接に関与してい
る．その糸球体における，主要な酸化ストレス産生部
位はメサンギウム細胞である．また多くの臨床研究よ
り，糖尿病性腎症の治療には厳格な血糖コントロール
とアンギオテンシン II (Ang II)の阻害が有効である
ことが明らかである．メサンギウム細胞において，高
グルコース状態やAng IIは，各々酸化ストレスを増加
させることは報告されている???．しかしながら，これ
らの2つの因子が細胞内シグナルにどのような相互作
用をもって酸化ストレスを産生させているか未だ不明
である．本研究では，メサンギウム細胞において，酸
化ストレス産生に関する高グルコース状態とAng II
の相互作用を研究した．
方 法
リアルタイム蛍光顕微鏡法（図 1C）
クールCCDビデオカメラ Ixon (Andor Co.）と
Sutter DG 4/175 W Xenon Arc lamp (Sutter
 
Instruments）の光源を装着した倒立型蛍光顕微鏡
(IX71,Olympus)を用いて研究した．実験チャンバー
は，TC 344BとTA 29 (Warner Instruments）に温
度制御し37℃の定常状態を保った．また，図のように
持続灌流装置を装着した．蛍光標識はMetaFluor
 
imaging software (Universal Imaging Co.）によっ
て定量化した．
プロトコール
プロトコール1:ヒトメサンギウム細胞をカバーガ
ラス上に 95% O?/5% CO?/37℃条件下で80-90%コ
ンフルエントに培養した．5.5 mM，または13.5 mM グ
ルコース，およびAng II (10??M)の存在・非存在下
で6時間培養し，その後Dihydroethidium(DHE）で
活性酸素を測定した．活性酸素が変換・生成したeth-
idiumは，excitation 480 nm/emission 605 nmより観
察された．抑制実験として，メサンギウム細胞を
apocynin(NADPオキシダーゼ活性化抑制剤)，tiron
（活性酸素阻害薬），RNH6270（Ang II 1型受容体阻害
薬)，L glucoseにより前処置を行った．
プロトコール2:ヒトメサンギウム細胞をカバーガ
ラス上に80-90%コンフルエントに培養し，5.5 mM，
13.5 mM または27.8 mM グルコースで6時間培養し
た．持続灌流装置を装着した実験チャンバーを使用し，
Ang IIによる酸化ストレスの急性産生作用を5′,6′
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chloromethyl 2′,7′dichlorodihydro ﬂuorescein
 
diacetate (H?DCF DA）で調べた．DCFの蛍光シグ
ナルはExcitation 480 nm/Emission 535 nmより観察
された．抑制実験には，PEG catalase，PD123319
(AngII 2型受容体阻害薬)，RNH 6270を使用した．
RNAの単離と Real Time PCR
高グルコース，またはAng IIの条件下で6時間培養
後のヒトメサンギウム培養細胞からRNeasy kit
(Q i a g e n）を 使 用 し 抽 出 さ れ た R N A は，
QuantiTECTR Kit(Qiagen）によりcDNAに変換さ
れた．そのcDNA(30 ng）を templateに TaqManR
 
Gene Expression Assays (Applied Biosystems）に
よりReal Time PCRを行った．
Westernブロット
条件培養後のメサンギウム細胞からタンパク質を抽
出し，抗ヒトRac1抗体(1:200,Santa Cruz)・抗ヒト
Vav2抗体(1:200,Abcam）を使用し，Rac1・Vav2の
蛋白発現を調べた．
統計学的分析
活性酸素の産生速度を比較するため，300秒間の
Eth反応勾配を計算した．データは平均±SEにより表
記した．また，検定は student t testで行い p値を求
めた．
結 果
プロトコール 1
高グルコースとAng IIで培養後では，活性酸素産生
はAng II非存在のコントロールに比べ，有意に増加し
ていた（図2A，2B）．この反応はRNH6270で抑制さ
れた．しかしながら，正常グルコース濃度下ではAng
 
IIの存在に関わらず，活性酸素の産生は増加しなかっ
た（図2B)．L Glucoseの実験より，この反応は浸透
圧変化による影響ではなかった．更に，この反応は
Tiron，Apocyninで抑制された（図2C）．したがって，
この反応にはNADPHオキシダーゼ（NOX）の関与が
考えられた．
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図 2.
プロトコール 2
次にAng II刺激による急性の酸化ストレス産生反
応を調べた．実験チャンバーにAng IIを投与すると，
酸化ストレス産生が亢進した．この反応は，前処置の
グルコース濃度が高い時，より強く認められた（図
3A）．また，細胞内にPEG Catalaseを取り込ませる
と，この反応は抑制された（図3A）．更に，この反応
は，PD123319 前処置で増強され，RNH 6270で減弱
された（図3B）．したがって，アンギオテンシン受容
体が反応の引き金になっていることが考えられた．
細胞内シグナル伝達系の調査
高グルコースで前処置後に，Ang II刺激による酸化
ストレス産生がより亢進する機序を調べた．高グル
コース，または高グルコース＋Ang II条件下で培養し
た 後 に，mRNAを 抽 出 し NOX・NOXの sub-
componentの発現を調べた．高グルコース培養後に，
NOX4と p47phoxのmRNAが上昇していた．しか
し，NOX2のmRNA発現は高グルコースにより減少
した（図3C)．
また，NOXの活性化機序を調べるために，guanine
 
nucleotide exchanger factor(GEF）の一つVav2と
その下流のRacのタンパク量を調べたところ，高グル
コース培養により両者とも発現増加が認められた（図
3D)．
考 察
本研究では，高グルコース濃度でメサンギウム細胞
を予め前培養することによって，AT1R刺激後の細胞
内活性酸素がより増強することを示した．そして，高
グルコース暴露によってどのような細胞内機序が作用
し，Ang II刺激による酸化ストレス産生が増強される
か研究した．
高グルコースは，ミトコンドリア電子伝達系の過剰
活動を引き起こし，細胞内の酸化ストレスを亢進させ
る??．また，高グルコースが，NOX活性を上昇させ，活
性酸素を増悪させるという報告もある??．今回の我々
の研究結果により，高グルコース状態が，AT1R刺激
後の細胞内シグナルを増加させ，NOXによる活性酸
素産生を増強する可能性が分かった．
これまで，白血球や網内径細胞において，EGFなど
の成長因子が small Gタンパク質のRacを活性化し，
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図 3.
NOX複合体を形成し活性酸素を産生するという機序
が知られている（Priming Activation)???．我々の研究
でも，Ang II刺激後 1 2分で活性酸素の増加が認めら
れ，NOXのPriming activationが起きている可能性
が考えられた．高グルコースの暴露は，メサンギウム
細胞内のVav2と Rac1を活性化させることによっ
て，Ang IIによるNOXの活性化をより強く発揮させ
られる可能性が考えられた．
糖尿病性腎症の治療には，血糖コントロールとレニ
ン アンギオテンシン系抑制による厳格な血圧コント
ロールが重要であるが，これまで高血糖状態とアンギ
オテンシン IIのどちらがより強い糖尿病性腎症の悪
化因子であるか不明であった．本研究により，それぞ
れ別々の経路を刺激し，その後共通の細胞内シグナル
を増強し，相乗効果的な酸化ストレス応答反応が発生
することが考えられた．
結 語
1. メサンギウム細胞では，グルコース暴露によっ
てAng II刺激による酸化ストレス産生が増強した．
2. 高濃度のグルコースは，メサンギウム細胞内の
Vav蛋白の発現増強により，AT1Rによる強いNox
の作用がpriming activationを引き起こした．
3. 高血糖は，Ang IIによるメサンギウム細胞の
Nox2の primingをより増強すると考えられたが，高
血糖Nox4がより強く活性酸素の産生に寄与したと
考えられた．
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――第43回日本理学療法学術大会 日本理学療法学術大会大会長賞――
Contraversive pushingを呈した脳卒中症例の責任病巣と経過
阿部 浩明???，近藤 健男??，藤原 悟??，出江 紳一???
??財団法人広南会 広南病院・東北療護センター リハビリテーション科，
??東北大学大学院医学系研究科 肢体不自由学分野，??財団法人広南会 広南病院 脳神経外科
??東北大学大学院 医工学研究科
は じ め に
脳卒中急性
期に比較的多
くの割合で
c o n t r a v er-
sive pushing
（以 下 push-
ing）が出現し，多くの場合消失することが報告されて
いる（Pedersen,Karnath)．Pushingの責任病巣には
一定の見解が得られておらず，消失のメカニズムに関
しても不明である．Pushingは動作を阻害しADLを
低下させるため，早期に消失させることが望まれる．
Pushingに対する有効な治療を検討するには出現と改
善のメカニズム解明が必要である．本研究の目的は責
任病巣および経過からpushing出現と改善のメカニ
ズムを検討し有効な治療法を検討する一助とすること
である．
対象と方法
平成18年 5月 25日から平成19 年 5月 31日までの
間に理学療法処方のあった脳卒中患者547名を対象と
した．Pushingの有無はScale for contraversive push-
ing（以下 SCP）を用い，SCPの各項目いずれも＞0を
満たす場合にpushing有りと判定した．初回評価から
当院入院中のSCP経過をカルテから，責任病巣を
MRI・CT画像から後方視的に調査した．
結 果
Pushingが出現した症例は41例で出現率は7.5%，
年齢は73.2±9.9 歳，性別は男性23名，女性18名，診
断名は脳梗塞20名，脳出血21名，損傷半球は右23名，
左18名であった．経過は多くの例で比較的早期（数週
間）に改善する傾向がみられたが改善しない例も存在
した．改善しない例には意識障害もしくはFIM 理解
と社会的交流項目の低下が共通してみられた．責任病
巣は様々であったが診断名及び病巣から5型（1型 :
視床病変，2型 :MCA領域梗塞，3型 :島まで及ぶ被
殻出血，4型 :広範皮質下出血，5型 :脳室拡大・脳萎
縮を伴う内包後脚・放線冠病変）に分類できた．病巣
のタイプごとの経過の特徴としては1，3，4型は意識
障害合併例が存在し，また，2型ではFIM 理解・社会
的交流低下の症例が存在し改善する例としない例が混
在した．5型は意識障害やFIM 理解・社会的交流低下
を伴う症例がなく全例早期に回復した．退院などの理
由により追跡が困難であった例と意識障害例，FIM 理
解・社会的交流低下例を除外すると，全型でほぼ全例
において比較的早期に改善がみられたが，2型では長
期にわたり改善のない症例が2例（いずれも右半球損
傷）みられた．
考 察
責任病巣1から 4型はKarnath, Johannsen et al.
の報告とほぼ一致する．すなわち1から 4型は second
 
graviceptive system（以下SGS）の障害と推察される．
一方，5型は入力系のmiss matchとは異なり，出力系
のプロセスでの障害でもpushingが出現することを
示唆する．このことから非麻痺側での過剰な抗重力反
応の脱抑制作用が関与する事，あるいは，垂直定位メ
カニズムを構築する入力系・出力系を包含した一連の
ネットワークを形成するいずれかの部位の損傷におい
ても遠隔的に機能低下が起こる事が推察された．しか
しながら，pushingを呈する症例は非麻痺側への異常
な転倒恐怖，正中位保持時の身体軸非麻痺側傾斜感を
訴えることから単に非麻痺側での抗重力反応の脱抑制
のみとは考えにくいため，現時点ではネットワークの
一部に障害がある場合の遠隔的機能低下が有力と考え
る．
追跡期間中に多くの症例でpushingの消失や軽減
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がみられ過去の報告と矛盾しなかったが，軽減しない
症例もみられた．軽減しない症例の特性として意識障
害とFIM 理解・社会的交流低下が挙げられた．この結
果より学習が何らかの要因で阻害されなければpush-
ingは改善することが示唆される．
なぜ著しい垂直定位障害が消失するかについて一つ
の可能性としては代償が考えらる．Karnath et al.は
一連の研究により姿勢保持に最も重要な入力系の機構
である前庭覚，体性感覚，視覚はpushingの出現に直
接的な関与がないと報告している．SGSの障害は視
覚，体性感覚，前庭覚により代償されるため著しい体
軸のずれは時間経過とともに修正され再構築されてい
くと考える．また，5型のようにネットワーク障害を示
唆する所見もあり新たなネットワークの構築が脳内で
行われている可能性もある．もしくは新たな領域に
representationが起る可能性もある．2型では2症例
で長期に回復が得らなかった．その2症例は皮質に広
範な損傷が及び Johannsen et al.が視床以外にpush-
ingが出現する症例の責任病巣として推察したposte-
rior insula，postcentral gyrusの損傷を包含していた．
Second graviceptive cortex（以下 SGC）が存在する
とすれば，2型の 2症例で回復遅延したのは，SGCそ
のものの皮質損傷がある場合に，他のネットワーク障
害と比較すると長期に回復時間を要することを示唆す
るとも考えられる．一方，右半球損傷に伴うunilateral
 
spatial neglect（USN）やmotor impersistence（MI）
などの皮質症状は古くからpushingを伴う症例に合
併することが知られ，皮質症状のない症例では回復が
早い（Dannels，萩田，網本）という報告もあり皮質症
状が直接回復を遅れらせる要因となりえる．今回の結
果からは早期に回復した例においてもUSN合併例は
存在しており2症例にのみ合併したのはMIであった
ため，MIの関与が回復を遅延させた要因とも推察で
きる．
これらのメカニズムを詳細に検討するにはさらなる
研究を必要とする．その回復メカニズムが明らかとな
ればこれまで提唱されている介入方法（Karnath，
Broets，Paci，網本）が真に効果的な方法であるかを
検討でき，更には新たな介入方法の開発につながる可
能性もあると思われる．
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Maf転写因子による新規DNA配列認識の構造基盤
黒 河 博 文
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は じ め に
Maf群因子は西澤らにより
1989 年，ニワトリに腫瘍を引き
起こすレトロウィルスAS42か
ら発見されたv Mafに相同性
の高い一群の転写因子であ
り??，塩基性-ロイシンジッパー
（bZip）構造を有する??．Maf群
因子は，大Maf群因子と小
Maf群因子の2つのグループ
に分類される．大Maf群因子はアミノ末端領域に転写
活性化領域を持ち，ホモ二量体として機能する．一方
小Maf転写因子は転写活性化領域を有しておらず，当
初は，小Maf群因子は大Maf群因子と競合的に結合
する抑制因子であると予想された．しかし，1994年に
五十嵐らが小Maf群因子が別のbZip型転写因子であ
るNF E2 p45（CNC群因子）とヘテロ二量体を形成
し機能することを明らかとした??．さらに，小Maf群
因子とヘテロ二量体を形成し機能するCNC 群因子と
してNrf1，Nrf2，Nrf3，Bach群因子としてBach1，
Bach2が同定され??，これらの複数のbZip型転写因子
と小Maf群因子による転写制御システムが存在する
ことが明らかとなった．
Maf群因子がホモ二量体を形成してDNAに結合
する際，その認識配列はTGCTGA(G or C)TCAGCA
またはTGCTGA(GC or CG)TCAGCAという13塩
基あるいは14塩基の回文配列（Maf群因子認識配列，
Maf recognition element;MARE）である???．この
配列は，c Jun/c Fosのヘテロ二量体からなるAP 1
の結合配列TPA responsive element（TRE）あるい
はCREB/ATFの結合配列であるcAMP responsive
 
element（CRE）を中心に包含しつつ，その外側にTGC
…GCAという3塩基ずつの配列（ﬂanking配列）をも
つ．Maf群因子が高い親和性でDNAに結合するため
には，このﬂanking配列が必須であることが大きな特
徴である??．しかし，Maf群因子がこのﬂanking配列
をどのように認識しているかは不明のままであった．
本研究ではMaf群因子によるMARE認識の分子機
構を解明するために，小Maf群因子MafG-DNA複
合体のX線結晶構造解析を行った．
方 法
MafGタンパク質サンプルは大腸菌を用いて大量発
現し，その後アフィニティーカラム，イオン交換カラ
ム等により高純度に精製した．DNA（MAREの 1種
MARE25，図 1A）との複合体について，蒸気拡散法に
よる結晶化条件のスクリーニングを行った．その結果，
複数の条件で結晶を得ることができた．結晶化条件の
最適化を行い，得られた良質の単結晶を用いて，高エ
ネルギー加速器研究機構フォトンファクトリーにおい
て2.8Å分解能のX線回折データを取得することに成
功した．位相決定はセレノメチオニン標識MafGを用
いて，MAD法によって行った．
結果と考察
得られたMafGホモ二量体 DNA複合体の全体構
図をリボン図で示す（図1A，B)??．MafGホモ二量体
はDNA主溝を「箸」で挟むような形でDNAと結合し
ていた．MafGは 3つのへリックス（H1，H2，H3）か
ら成り，Extended Homology Region(EHR）と呼ば
れるMafGに特異的な領域はH1，H2およびH3のア
ミノ末端部分から成っていた．H3はDNA結合に関
わる塩基性領域，二量体形成に関わるロイシンジッ
パー領域からなる．EHRはMaf群因子において高度
に保存された領域であるため，ﬂanking配列の認識に
関わっていると予想された．しかし，予想に反し，EHR
領域はDNAと直接相互作用をしていなかった（図
1B）．
Mafによるﬂanking配列認識機構を明らかにする
ため，DNA結合に関わる塩基性領域を詳細に解析し
たところ，Arg57とAsn61がﬂanking配列の塩基と
直接相互作用していることが明らかとなった（図1C，
D）．また，AP 1タイプのDNA配列を認識するbZip
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型因子（Fos Jun，GCN4，Skn1）の結晶構造とMafG
の結晶構造とを比較したところ，ﬂanking配列を認識
するArg57とAsn61の側鎖の向きが異なっているこ
とが明らかとなった．つまり，Maf群因子のユニーク
なDNA配列認識は，Maf群因子に特異的な構造モ
チーフではなく，bZip型因子間でよく保存されたアミ
ノ酸残基（Arg57，Asn61）の側鎖の向きを変えてﬂank-
ing配列を認識している，という驚くべき分子機構が
明らかとなった．
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